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Die Amylasebestimmung mit Amylopektin Azur beruht auf dem neuen Prinzip, daß das Enzym lösliche Oligosaccharide freisetzt, die mit
dem Farbstoff Remazolbrillant Blau markiert sind. Durch Verwendung von Tris^PüfFer als Lösungsmittel und Aceton-Essigsäure als
Stoppmittel der Enzymaktivität konnte die Empfindlichkeit der Methode und ihre Durchführbarkeit wesentlich gesteigert werden.
Eiweiß, Bilirubin und pH-Werte der Amylaselösungen beeinflussen das Endergebnis nicht. Bei Proben, die makroskopisch sichtbar
freies Hämoglobin enthalten, muß die erhöhte Leerwertextinktion berücksichtigt werden. Die Methode ist in 30 Min. durchführbar
und zeigt eine gute Reproduzierbarkeit (Variationskoeffizient 2,35%). Der einzige Nachteil besteht in der notwendigen Standardisierung
jeder neuen Charge von Amylopektin. Azur.
An improved determination of amylase with the aid of Amylopectin A^ure
A method for the determination of amylase based on a new principle is reported. Amylopectin Azure is used as the substrate and soluble
oligosaccharides, labeled with the dye remazole brilliant blue, are released by the activity of the enzyme. The sensitivity and speed of
operation are markedly increased by using tris buffer for the incubation and by stopping the reaction with acetone-acetic acid. The
presence of albumin or bilirubin and variations of pH in the amylase solution do not influence the results. However, in samples visibly
containing free haemoglobin, the blank extinction is markedly raised. Each determination requires 30 min. and shows good reproducibility
(var. coeff. 2.35%). The only disadvantage is the necessity to standardize every new batch of Amylopectin Azure.
Das älteste Prinzip der Amylasebestimmung beruht auf
dem Nachweis der verbliebenen Substratmenge am
Ende der Inkubationszeit mit Hilfe der Jod-Stärke-
Reaktion (sog. amyloklastische Methode). Eine zweite
Kategorie umfaßt jene Methoden, die die entstandenen
reduzierenden Gruppen der Oligosaccharide messen
(sog. saccharogene Bestimmung). Die zahlreichen
Variationen dieser beiden Prinzipien weisen darauf
hin, daß keine ideal ist (1).
Bei dem neuen Substrat Amylopektin Azur handelt
es sich um den Stärkebaustein Amylopektin, an dessen
Glukosemoleküle der Farbstoff Remazolbrillant Blau
gebunden ist. Das neue Prinzip der Amylasebestim-
mung beruht auf der Messung der Extinktion dieses
Farbstoffes und ist, wie unsere Studien gezeigt haben,
weitgehend unabhängig vom pH-Wert der Lösung,
Temperatur und Eiweißkonzentration. Hohe Em-
pfindlichkeit, rasche Durchführbarkeit und gute Re-
produzierbarkeit lassen den Test für das klinische
Labor geeignet erscheinen.
Methodik
Prinzip
Unter der Einwirkung der Amylase werden aus Amylopektin
Azur lösliche, niedermolekulare Zucker mit Remazolbrillant Blau
freigesetzt, dessen photometrische Messung eine Bestimmung der
Amylaseaktivität ermöglicht.
Reagenzien
Amylopektin A^ur wurde von der Firma Calbiochem bezogen, die
übrigen Reagenzien von Merck. Amylopektin Azur bildet in
wäßr. Lösung eine Suspension, die durch Erwärmen bis 70° nicht
verändert wird.
Tris-Puffer: 6,06 g Trishydroxymethylaminoinethan werden zu-
sammen mit 5,6 g NaCl in 200 ml dest. Wasser gelöst. Der pH-
Wert wird mit IN HC1 auf 7,5 eingestellt, die Lösung mit dest.
Wasser auf 1000 ml aufgefüllt. Bei Lagerung im Kühlschrank ist
diese Lösung drei Monate lang haltbar.
Aceton-Essigsäure (1:1)
Ansatz
Für den Leerwert und jede Probe werden 40mg Amylopektin
Azur und 2ml Tris-Puffer benötigt. Die berechneten Gesamt-
mengen werden in einem Becherglas kurz mit einem Magneten
kräftig gerührt, so daß sich eine homogene Suspension bildet.
Daraus Werden 2ml pro Probe in ein Reagenzglas mit Rund-
kuppe pipettiert. Nach 5 Min. Inkubation im Wasserbad bei 37° C
wird 0,1 ml der amylasehaltigen Lösung zugegeben, und das
Reagenzglas kurz geschüttelt. Nach genau 10 Min. Inkubation
wird l ml Aceton-Essigsäure zugegeben und bei 600—2000 g
zentrifugiert. Die Extinktion des Überstandes wird bei einer
Wellenlänge von 595 nm innerhalb 4 Stdn. gemessen.
Ergebnisse
Remazolbrillant Blau, das im Überstand an die lös-
lichen Oligosaccharide gebunden ist, zeigt eine typische
Absorptionskurve mit einem Maximum bei 595 nm
(Abb. 1).
Da in früheren Untersuchungen (8, 9) Phosphat-Puffer
als Lösungsmittel des Amylopektins verwendet wurde,
haben wir 10 Amylaselösungen gleichzeitig in Phos-
phat-Puffer und Tris-PufFer mit Amylopektin getestet.
Die Ergebnisse in Tris-Puffer lagen durchschnittlich
um 40% höher.
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Abb. l
Das Absorptionsspektrum von Amylopektin Azur zeigt einen schmalen
Gipfel mit einem Maximum bei 595 nm
In den wenigen Untersuchungen, die sich bisher mit
Remajzolbrillant-Blau-Stärke beschäftigt haben (8, 9),
wurde die Amylaseaktivität durch wäßr. Essigsäure-
lösung gestoppt. Nach Zentrifugieren solcher Proben
besteht jedoch ein störender Oberflächenfilm, zu dessen
Entfernen Filtrieren empfohlen wurde. Danach sinken
jedoch je nach Porengröße der Filter die Extinktions-
werte (bei Selecta-Filter Nr. 597 Verminderung um
30%, bei Nr. 602 um 70%). Um das Filtrieren zu um-
gehen, haben wir statt der Essigsäure-Wasser-Lösung
eine Aceton-Essigsäure-Lösung verwendet, womit der
störende Oberflächenfilm nicht mehr zu beobachten
war. Testproben der gleichen Amylaselösung, die
einmal mit wäßr. Essigsäure-Lösung und zum ändern
mit Aceton-Essigsäute-Lösung gestoppt wurden, er-
gaben nach Zentrifugieren den gleichen Extinktions-
wert. Proben, die mit Aceton-Essigsäure gestoppt
waren, wurden in ihrer Extinktion weder durch ver-
schieden starkes Zentrifugieren (getestet wurde zwischen
600 und 2200g) noch die Zeitdauer des Zentrifugierens
(getestet zwischen 5 und 15 Min.) beeinflußt. Blieben
die offenen Proben bei Raumtemperatur stehen, so
stiegen die Extinktionen nach 4 Stdn. um durch-
schnittlich 2,9% und nach 24 Stdn. um 5% an. Diese
geringfügigen Veränderungen beruhen auf einer Ver-
dunstung des Acetpns. Nach Abstoppen der Proben
mit den früher angegebenen wäßr. Essigsäure-Lö-
sungen (8, 9) wird der pH-Wert auf 4 gesenkt, nach
Zugabe von Aceton-Essigsäure jedoch auf 2,3 unter
sofortiger Sistierung der Amylaseaktivität.
Einfluß von Eiweißgehalt, BiliruSin und
Hämoglobin
Da in Serum und Urin stark unterschiedlich Eiweiß-
kon^entrationen vorliegen, wurde ihr Einfluß auf die
Extinktion des Farbstoffes untersucht. Zusatz von
0,1 ml physiologischer NaCl-Lösung und gleicher
Volumina 10, 50 und 100 g/l Humanalbumin-NaCl-
Lösungen änderten die Extinktionen von Remazol-
brillant Blau nicht.
Zur Überprüfung des Einflusses von Bilirubin wurden
4 mg in 0,5 ml 1,2 proz. Na2CO3-Lösung gelöst, und
0,1 ml davon wurde zu 4 ml Serum gegeben. Die
Bilirubinkonzentration des Serum, die vorher unter
10 mg/1 lag, erreichte damit 200 mg/1. Die Bestimmung
der Amylaseaktivität in dem Nativserum mit Na2CO3-
Zugabe und im gleichen Serum mit Bilirubinzugabe
ergab keine Beeinflussung der Extinktionen · von
Remazolbrillant Blau.
Die Extinktion kann jedoch durch freies Hämoglobin
erhöht werden. In einer von 2 Blutproben des gleichen
Patienten wurde mechanisch eine Hämolyse erzeugt.
Das freie Hämoglobin betrug 10,4 g/l Serum und
täuschte eine Steigerung der Amylaseaktivität um
16,6% vor, wenn die Extinktion gegen den Leer wert
des makroskopisch hämolysefreien Serums gemessen
wurde. In einem zweiten Fall erreichte das freie Hämo-
globin 19,4 g/l Serum und die Extinktion war fälschlich
um 116% erhöht. Wurde jedoch die Erhöhung der
Leerwertextinktion durch freies Hämoglobin berück-
sichtigt, so wurden gleiche Amylaseaktivitäten wie bei
hämolysefreiem Serum errechnet.
Bestimmungsbereich und Reproduzierbarkeit
Zur Ermittlung des Meßbereiches wurde lyophilisierte
Schweine-Pankreas-Amylase in physiologischer NaCl-
Lösung aufgelöst und eine Verdünnungsreihe ge-
testet. Wie aus Abbildung 2 hervorgeht, verläuft die
Kurve bis 4 mg Amylase/1 linear. Um sicher zu sein,
daß auch bei dieser Amylasekonzentration die Ex-
tinktionszunahme pro Zeiteinheit noch konstant bleibt,
wurde die FarbstofFfreisetzung bis 15 Min. Inkubation
gemessen. Wie die Abbildung 3 zeigt, nimmt die Ex-
tinktion pro Zeiteinheit bis 15 Min. linear zu. RINDER-
KNECHT und Mitarbeiter (8) hatten ursprünglich
empfohlen, die Proben in einen Schüttelinkubator zu
stellen. Gleich HALL und Mitarbeitern (9) haben wir die
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Die Inkubation mit steigenden Mengen lyophilisierter Schweine-
Pankreas-Amylase zeigt bis 4 mg/i Amylase ( — 600 U/l) eine lineare
Farbstofffreisetzung aus Amylopektin Azur. Höhere Enzymaktivitäten
müssen daher unter 600 U/l verdünnt werden
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Abb. 3
Lineare Extinktionszunahme über eine Inkubationszeit von 15 Min.
bei 4 mg/1 Amylase
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Charge noch nicht vermieden werden können, muß
jede neue Charge einmal standardisiert werden. Dies
kann am einfachsten durch eine Serumstandardlösung
vorgenommen werden, die Amylase enthält. Dabei ist
jedoch das Verfallsdatum zu berücksichtigen, da die
Ensymaktivität selbst bei Lagerung im Kühlschrank
(4°C) nach 14 Tagen rasch abnimmt. Daher haben
wir aus lyophilisierter Schweine-Pankreas-Amylase, die
bei Tiefkühllagerung auch nach 6 Monaten keinen
Aktivitätsverlust zeigte, in physiologischer NaCl-Lö-
sung eine Verdünnungsreihe hergestellt und durch
Vergleich der Extinktionen mit denen der STREET-
CLOSE (11) — und FRIED-HOEFLMAYR (12) — Methoden
eine Standardisierung erreicht. Wie aus Abbildung 4
hervorgeht, ist die Amylopektin Azur-Methode etwa
doppelt so empfindlich wie der Test nach STREET^CLOSE
und vierfach so empfindlich wie die Methode nach
FRIED-HOEFLMAYR. Dabei sind die Grenzen der Be-
stimmbarkeit sowohl nach unten als auch nach oben
mit Amylopektin Azur deutlich erweitert. Die vom
Computer errechneten Gleichungen ergaben für Amylo-
pektin Azur und die STREET-CLOSE-Methode je eine
Gerade, die sehr nahe dem Nullpunkt liegt..Aus den
Gleichungen der beiden Geraden läßt sich, wie in
Abbildung 4 gezeigt wird, ein Faktor ermitteln, der
eine rasche Berechnung der Amylaseaktivität in U/l
erlaubt. Dieser Faktor kann sich aus den oben ge-
nannten Gründen von Charge zu Charge .geringfügig
verändern. Bei 10 untersuchten Chargen lagen die
Schwankungen des Faktors bei ± 5%·
Klinische Ergebnisse
180 Proben von Serum und Urin haben wir auf ihre
Amylaseaktivität sowohl mit der Amylopektin Azur-
Methode als auch nach STREET-CLOSE getestet. Aus
Gründen der Übersichtlichkeit wird in der Abbildung 5
Abb. 4
Vergleich zweier bekannter Amylase-Bestimmungsmethoden mit dem
neuen Substrat Amylopektin Azur. Die Ermittlung des Umwandlungs-
faktors und die Berechnung der Enzymaktivität in U/I sind angegeben
Werte im stehenden und schüttelnden Wasserbad
verglichen und fanden, daß die Ergebnisse im stehenden
Wasserbad noch besser reproduzierbar waren. Aus
20 Bestimmungen der gleichen Amylaselösung fanden
wir einen Variationskoeffizienten von 2,'35%.
Standardisierung
Da bei der Herstellung von Amylopektin Azur geringe
Schwankungen im Verhältnis von Remazoibrillant-
Blau-Molekülen zu Glucose-Molekülen von Charge zu
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Abb. 5
180 Amylasebestimmungen aus menschlichem Serum und Urin
wurden sowohl nach STREET-CLOSE als auch mit Amylopektin Azur
durchgeführt. Die unterbrochene Linie gibt die Beziehung beider
. Methoden für lyophilisierte Schweine-Pankreas-Aniylase an -
Korrelationskoffizient r = 0,9904
Regressionsgerade: y = 0,7927x -f 3,9385
Streuung: 21,05 . ' "
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nur ein Teil der Ergebnisse dargestellt. Die vom
Computer errechneten Daten zeigen eine sehr gute
Korrelation der beiden Methoden. Es fällt jedoch auf,
daß die Bestimmung mit Amylopektin Azur um 25%
höhere Werte gibt als die Methode nach STREET-CLOSE.
Dadurch wird die obere Grenze des klinischen Norm-
bereiches bei Verwendung von Amylopektin-Azur
auf 250 U/l Amylase im Serum und 1500 U/l Amylase
im Urin erweitert. Die Bestimmung einer Probe kann
in 30 Min. vollzogen sein, womit ein wesentlicher
Fortschritt für den ärztlichen Notfall und die über-
lasteten klinischen Laboratorien gegeben ist.
Diskussion
Während bei den amyloklastischen Methoden der
Amylasebestimmung die Bildung des Jod-Stärke-
Farbkomplexes beeinflußt wird vom pH-Wert (2),
Temperatur (3), Jodidkonzentration (4, 5) und Ei-
weißkonzentration (6), wird der Wert der saccharogenen
Methoden eingeschränkt durch unterschiedliche Be-
stimmungen der reduzierenden Gruppen (7) und den
großen Zeitaufwand.
Bei dem neuen Prinzip der Amylasebestimmung, die
man als chromogene Methode bezeichnet hat, enthält
das Substrat Farbstoffmoleküle, die die abgespaltenen
Oligosaccharide markieren. Die Vorteile der hier be-
schriebenen Methode, die Enzymaktivitäten bis 600 U/l
Amylase erfaßt, sind gute Reproduzierbarkeit (Va-
riationskoeffizient 2,35%), rasche Durchführbarkeit und
keine Beeinflussung durch Eiweißgehalt, Bilirubin und
pH-Schwankungen.
In früheren Untersuchungen (8, 9) war wegen des
störenden Oberflächenfilms nach Zentrifugieren noch
Filtrieren vorgeschlagen worden. Da Amylase aus
Stärke unterschiedlich große Oligosaccharide abspaltet,
werden diese beim Filtrieren je nach Porengröße des
Filters retiniert. Diese Problematik wird durch die
Verwendung von Aceton-Essigsäure umgangen, wo-
durch sowohl die Empfindlichkeit als auch die Durch-
führbarkeit der Methode verbessert wurden.
Während geringe Erhöhungen des freien Hämoglobins,
die makroskopisch keine Verfärbung des Serums be-
dingen, vernachlässigt werden können, muß bei ma-
kroskopisch hämolytischen Proben jeweils der spezielle
Leerwert zur Korrektur mitlaufen. Die Kenntnis dieser
Fehlerquelle ist wichtig, da im klinischen Labor fast
alle Serumamylasen nur gegen einen Serumleerwert
bestimmt werden.
Der Nachteil dieser Methode für die Klinik besteht in
der Standardisierung. Da bei der Herstellung des
Substrates kein absolut konstantes Verhältnis von
Farbstoff- zu Glucose-Molekülen reproduzierbar ist,
muß jede neue Charge, d. h. nach 500 Tests, standardi-
siert werden. Am einfachsten geschieht dies mit einem
Standardserum, das Amylase enthält. HALL und Mit-
arbeiter (9) haben eine 0,lproz. CuSO4-Lösung als
Referenzlösung vorgeschlagen, was jedoch nach dem
oben gesagten wenig sinnvoll erscheint. Eine Eichung
ist ferner möglich mit einer reinen Amylaselösung,
deren Aktivität mit einer anderen Methode bestimmt
wird. Die Tatsache, daß dann reine Amylaselösungen
mit beiden Methoden die gleichen Ergebnisse liefern,
bedeutet jedoch keineswegs, daß auch Amylasen in
Serum und Urin mit beiden Methoden ein identisches
Resultat ergeben. Die Anwesenheit zahlreicher anderer
Substanzen in Serum und Urin beeinflussen die Ak-
tivität des Enzyms und seine Bindung an das Substrat.
So zeigte die gleiche Amylaselösung mit dem gleichen
Substrat Amylopektin Azur bei Verwendung von Tris-
Puffer statt Phosphat-Puffer einen Aktivitätsunterschied
von 40%. Welche Faktoren im Serum im einzelnen die
Aktivität der Amylase hemmen oder fördern, ist nicht
bekannt.
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